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Mutações no gene tirosina aminotransferase (TAT) causam tirosinemia 
tipo II (síndrome de Richner-Hanhart) é uma doença autossômica 
recessiva causada pela atividade reduzida ou inexistente da enzima 
tirosina aminotransferase, o que leva a um aumento dos níveis 
sanguíneos de tirosina e manifestações clínicas como ceratite, lesões 
palmo plantares dolorosas e hiperqueratose e inflamações nos olhos. As 
manifestações neurológicas são variáveis e alguns pacientes tem 
desenvolvimento normal, enquanto outros mostram diferentes graus de 
retardo no desenvolvimento. Considerando que aumento dos níveis de 
tirosina no sangue, causam manifestações neurológicas e que os 
mecanismos responsáveis por estas alterações são mal compreendidos. 
No presente estudo, foram avaliados os efeitos da administração de L-
tirosina sobre a atividade das enzimas citrato sintase, malato 
desidrogenase, succinato desidrogenase, e complexos I, II, II-III, e IV da 
cadeia respiratória mitocondrial no córtex, hipocampo e estriado de ratos 
com 10 dias de idade. Ratos Wistar foram mortos uma hora após uma 
única injeção intraperitoneal de tirosina (500mg/kg) ou solução salina. 
As atividades das enzimas do metabolismo energético foram avaliadas. 
Os nossos resultados demonstram que a administração aguda de L-
tirosina em ratos com 10 dias de idade, inibiu a enzima citrato sintase e 
a atividade dos complexos I e II da cadeia respiratória mitocondrial no 
estriado. A enzima succinato desidrogenase e atividade do complexo II-
III foram aumentadas no hipocampo. Além disso, a malato-
desidrogenase e a atividade do complexo IV não foram alteradas pela 
administração aguda de L-tirosina. Em particular, diversos grupos 
relataram que a tirosina administrada sistemicamente é diferencialmente 
distribuída entre as regiões do cérebro. Em conclusão, os nossos 
resultados indicam que uma alteração no metabolismo energético do 
hipocampo e corpo estriado pode levar a danos no desenvolvimento na 
aquisição, recuperação, consolidação e no armazenamento de memória, 
e os processos cognitivos após a administração aguda de L-tirosina em 
ratos infantes. Assim, nossos resultados contribuem para um melhor 
conhecimento da fisiopatologia da hipertirosinemia. 
 





Mutations in the TAT gene cause tyrosinaemia type II (Richner–Hanhart 
syndrome). It is an autosomal recessive disorder caused by, producing a 
TAT enzyme with decreased or inexistent activity, which leads to 
increased blood tyrosine levels and clinical manifestations such as 
keratitis and/or painful palmoplantar hyperkeratotic lesions and 
inflammations in the eyes. Neurological manifestations are variable and 
some patients are developmentally normal, while others show different 
degrees of developmental retardation. Considering that increased blood 
tyrosine levels cause neurological manifestations and that the 
mechanisms responsible by this alterations are poorly understood, In the 
present study, we evaluated the effects of L-tyrosine administration on 
the activities of enzymes citrate synthase, malate dehydrogenase, 
succinate dehydrogenase, and complexes I, II, II-III, and IV of 
mitochondrial respiratory chain in the posterior cortex, hippocampus 
and striatum of rats with 10-day-old. Wistar rats were killed one hour 
after a single intraperitoneal injection of either tyrosine (500 mg/kg) or 
saline. The activities of energy metabolism enzymes were evaluated. 
Our results demonstrated that the acute administration of L-tyrosine in 
rats with 10-day-old inhibited the citrate synthase enzyme and the 
complex I and II activity of the mitochondrial respiratory chain in the 
striatum. The succinate dehydrogenase enzyme and the complex II-III 
activity were increased in the hippocampus. Furthermore, the malate 
dehydrogenase and the complex IV activity were not altered by an acute 
administration of L-tyrosine. In particular, several groups report that 
systemically administered tyrosine is differentially distributed across 
brain regions. In conclusion, our results indicate that an alteration in the 
energetic metabolism of the hippocampus and striatum can leads to 
damage in the involved in acquisition, retrieval, consolidation and 
storage of memory, and cognitive processes after the acute 
administration of L-tyrosine in young rats. Thus our results contribute to 
a better knowledge of the pathophysiology of hypertyrosinemia. 
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1.1 Erros Inatos do Metabolismo 
O termo "erros inatos de metabolismo" (EIM) foi introduzido por 
Sir Archibald E. Garrod há cerca de um século. Sua hipótese de herança 
autossômica recessiva, de acordo com as leis de hereditariedade de 
Mendel, poderia explicar a ocorrência do fenótipo de alcaptonúria na 
população, foi baseada na sua investigação de consanguinidade e 
distribuição dos casos dentro das famílias. Garrod também percebeu que 
as manifestações de alcaptonúria eram congênitas, presentes no 
nascimento, e não por condições e fatores ambientais (Baric et al, 2001). 
Os EIM compõem um vasto grupo de distúrbios genéticos 
ocasionados por deficiências enzimáticas específicas, ou decorrentes de 
falhas no transporte de proteínas, que podem levar ao acúmulo de 
substâncias normalmente presentes em pequenas quantidades, a 
deficiência de produtos intermediários, deficiência de produtos finais 
específicos ou ainda o excesso prejudicial de vias metabólicas acessórias 
(Souza, 2007). Ou ainda resultam a partir de uma deficiência ou 
hiperatividade da enzima, ou uma deficiência do co-fator necessária para 
atividade enzimática, uma anormalidade da degradação ou nos 
processos de transporte que leva ao acúmulo dos metabólicos ( Erez et 
al., 2011).  
Dependendo da importância da rota afetada, este bloqueio 
repercute de forma clínica variável, geralmente provocando 
sintomatologia grave, que na maioria das vezes afeta o sistema nervoso 
central (SNC) (Scriver et al., 2001), podendo ser diagnosticadas pela 
análise do plasma sanguíneo e urina (Saudubray, 2009). 
Até o momento foram descritos mais de 500 erros inatos do 
metabolismo (EIM) (Raghuveer et al., 2006). Em conjunto apresentam 
incidência estimada em 1:500 nascidos vivos (Touati et al., 2003). 
 
1.2 Tirosina 
A tirosina é um aminoácido semi-essencial classificado no grupo 
dos aromáticos, derivado da hidrólise da dieta ou proteína tecidual ou 
ainda hidroxilação da dieta ou fenilalanina tecidual, é o ponto de partida 
para síntese das catecolaminas (norepinefrina, epinefrina e dopamina), 




Apresenta dois principais destinos metabólicos, síntese proteica ou 
degradação de fumarato e acetoacetato (Held, 2006). 
As concentrações plasmáticas de tirosina variam entre 0,3 mM e 
3,0 mM em pacientes não tratados enquanto que as concentrações 
normais são inferiores a 0,1 mM (Valikhani et al., 2006; Held, 2006).  
A tirosina é metabolizada através de um processo de 5 passos: 
onde fenilalanina é metabolizada, formando a tirosina pelo ação da 
enzima fenilalanina hidroxilase, que com ação da tirosina 
aminotransferase  (TAT) a tirosina é transformada em ácido 4-
hidroxifenilpirúvico (4HPP) que metabolizado pela 4HPP dioxigenase 
(4HPPD) forma o ácido homogentísico (HGA), catabolizado pela HGA 
oxidase formando ácido maleilacetoacético (MAA), metabolizado pela 
MAA isomerase, que possui como produto o ácido fumarilcetoacético 
(FAA) que por fim forma o fumarato e o acetoacetato como produto 
final, catabolizado pela fumarilacetoacetato hidrolase (FAH) (Mitchell 
et al, 2001). 
 
1.3 Tirosinemia 
Deficiências hereditárias de enzimas envolvidas no catabolismo 
da tirosina levam a hipertirosinemia. A tirosinemia é uma doença rara e 
causada por uma mutação em um dos genes que codificam as enzimas 
responsáveis pela metabolização da tirosina, (Tsai et al., 2006)  desta 
forma o organismo não consegue metabolizar o aminoácido tirosina 
presente no citoplasma de hepatócitos, a tirosina é encontrada na 
maioria das proteínas animais e vegetais, pelo fato de as enzimas não 
serem produzidas em quantidade suficiente, ou que a sua função seja 
prejudicada (Nakamura et al, 2007), ocorrendo acúmulo da tirosina ou 
de seus metabólitos tóxicos, chamado de hipertirosinemia, em órgãos 
como fígado, rins e SNC, levando às lesões em alguns órgãos. (Aydin et 
al., 2003; Nakamura et al, 2007). 
A hipertirosinemia é classificada em agudo ou crônico. As 
manifestações ocorrentes da doença são problemas hepáticos e renais, 
podendo ser agudo ou crônico, e crises neurológicas (Aydin et al., 
2003). Outras manifestações clínicas que podem ocorrer são pancreatite, 
podendo muitas vezes nem ser percebidas pelo paciente, muitas crianças 
apresentam hipoglicemia, cardiomiopatia, macrossomia, hepatomegalia, 
hipertrofia cardíaca, hiperinsulinimismo e ataxia (Macvicar et al, 1990; 




Têm sido identificados em humanos quatro tipos distintos de 
doença autossomal recessiva: tirosinemia tipo I (deficiência da 
fumarilcetoacético hidrolase (FAH)), tirosinemia tipo II (deficiência 
tirosina aminotransferase (TAT), tirosinemia tipo III (deficiência da 4-
hidrofenilpirúvico dioxigenase (4-HPPD) e tirosinemia transitória 




Figura 1 Catabolismo da tirosina. As enzimas 7 e 8 ainda não foram 
identificadas. Adaptado de Mitchell et al., 2001. 
 
1.3.1 Tirosinemia Tipo II (deficiência da tirosina aminotransferase 
(TAT) 
1.3.1.1 Histórico 
A tirosinemia tipo II foi primeiramente descrita por Richner em 
1938 e mais tarde por Hanhart em 1947 como uma síndrome 
oculocutâneo (Aydin et al., 2003; Tsai et al., 2006; Valikhani et al., 
2006; Culic et al., 2011). A tirosinemia tipo II (síndrome de Richner-
Hanhart) é uma doença autossômica recessiva, rara em que os níveis 
aumentados de tirosina no plasma estão associados a danos neurológicos 




al., 2006).  As concentrações plasmáticas de tirosina variam entre 
0,3mM e 3,0mM em pacientes não tratados, enquanto que as 
concentrações normais são inferiores a 0,1mM (Macsai et al, 
2001;Mitchell et al, 2001; Held, 2006).  
Tirosenemia tipo II ocorre devido a uma mutação no gene TAT, 
que (Sivaraman e Kirsch, 2006; Scott, 2006), produzem uma enzima 
TAT com atividade diminuída ou inexistente (Legarda et al., 2011). O 
gene para a TAT que compreende 454 aminoácidos está localizado no 
cromossomo 16 (q22.1- q22.3) (Charfeddine et al., 2006). Ela estende-
se sobre 10,9 kb e dispõe 12 exons. As mutações no gene TAT foram 
identificadas por causar tirosinemia tipo II, até agora, 18 mutações 
diferentes na região de codificação do gene TAT foram descritos (Culic 
et al., 2011). As mutações podem acontecer em diferentes exons levando 
a perda parcial ou total da enzima, que por sua vez vai configurar o 
fenótipo da doença sendo mais moderada ou severa (Charfeddine et al., 
2006; Legarda et al., 2011). 
A incidência é menor que 1 em 250.000 ( De Andrade et al., 
2012). Olhos avermelhados e presença de cristais, pele hiperceratóticas 
e sinais neurológicos são sintomas da doença (Viglizzo et al., 2006).  
 
1.3.1.2 Manifestações Clínicas 
As manifestações clínicas associadas à tirosinemia tipo II 
envolvem lesões oculares, lesões cutâneas, erosões dolorosas sobre 
dedos das mãos e plantas dos pés e alterações neurológicas (Madan e 
Gupta, 2005; Charfeddine et al., 2006;  Held, 2006). O envolvimento do 
SNC é variável, sendo que o retardo mental é grave por ocasionar uma 
diminuição da inteligência, associado com microcefalia, tremor, ataxia, 
distúrbios na coordenação motora, déficit de linguagem e convulsões 
(Mitchell et al., 2001). 
As lesões oculares podem gerar conjuntivites e ulcerações nas 
córneas, que podem causar uma diminuição da visão e glaucoma 
(Madan e Gupta, 2005; Mitchell et al., 2001), essas lesões oculares 
caracterizam-se por fotofobia, lacrimejamento, vermelhidão e dores 
intensas (Rabinowitz et al., 1995; Scott, 2006). O mecanismo das lesões 
oculares e cutâneas na tirosinemia tipo II está relacionada ao 
envolvimento de cristais intracelulares de tirosina e ao desenvolvimento 
de uma resposta inflamatória acentuada (Held, 2006; Sivaraman e 




as plantas dos pés e as palmas das mãos nesses indivíduos (Valikhani et 
al., 2006).  
As alterações neurológicas variam desde leve decréscimo na 
inteligência até retardo mental severo associado à macrocefalia, 
hiperatividade, automutilação, distúrbios motores e na fala (Mitchell, et 
al, 2001).  Acredita-se que os altos níveis de tirosina sejam responsáveis 
pelo comprometimento do SNC na tirosinemia tipo II (Held, 2006). O 
envolvimento do SNC é variável e pode incluir o atraso mental, tremor, 
ataxia e convulsões (Macsai et al., 2001). Achados neuropatológicos de 
pacientes com tirosinemia incluem atraso na mielinização (Mitchell et 
al., 2001). 
A elevada excreção urinária de tirosina e seus metabólitos (ácido 
4-hidroxifenilpirúvico, ácido 4-hidoxifenilacético, ácido 4-
hidroxifenilático, N-acetiltirosina e 4-tiramina) também caracterizam a 
tirosinemia tipo II (Mitchell et al., 2001; Tsai et al., 2006). Qualquer 
deficiência do catabolismo, nas enzimas envolvidas irá conduzir a um 
acumulo de tirosina em tecidos, líquido cefalorraquidiano (LCR), 
sangue e urina levando a formação de cristais característicos na pele e 
olhos de pacientes com tirosinemia tipo II (Scott, 2006). 
 
1.3.1.3 Diagnóstico e Tratamento 
 A tirosinemia tipo II caracteriza-se por elevadas concentrações 
de tirosina no plasma, frequentemente mais do que 10 vezes que o 
normal (Aydin et al., 2003). 
O diagnóstico da tirosinemia tipo II consiste tanto na dosagem de 
altas concentrações plasmáticas e urinárias de tirosina, bem como na 
detecção dos altos níveis de metabólitos secundários na urina.  
O diagnóstico pode ser confirmado por análise da atividade 
enzimática da TAT em biopsia hepática ou por análise de mutações no 
DNA (Mitchell, et al, 2001; Leib et al, 2005; Legarda et al., 2011). 
O uso de espectrometria de massa para o diagnóstico de EIM tem 
um potencial para expandir o painel de triagem neonatal para incluir um 
vasto número de doenças (Campos, 2011). 
O tratamento consiste em restrição dietética de tirosina e 
fenilalanina para amenizar as lesões na pele e lesões oculares dos 
pacientes com tirosinemia tipo II (Held, 2006; Culic et al., 2011). As 
lesões nos olhos e pele resolvem-se após poucas semanas de terapia 




Retinóides oral podem melhorar as lesões na pele sem mudanças no 
nível de tirosina. O tratamento para lesões nos olhos com esteróides 
sistêmicos deve ser evitado porque a doença pode ser agravada com essa 
terapia (Sayar et al, 1988). Até o momento, não é conhecido quando o 
controle deve ser iniciado e terminado, e quais as concentrações 
plasmáticas de tirosina apropriadas para evitar os problemas 
neurológicos (Mitchell, et al, 2001; Held, 2006).  
Conforme visto em estudos anteriores os EIM provocam alguns 
danos no metabolismo energético, como na fosforilação oxidativa, 
provocando problemas cerebrais, pelo déficit de ATP (Sgaravatti et al, 
2009). 
Outros estudos confirmam a presença de desordens na avaliação 
energética, como creatina quinase e déficit no transporte de glicose, não 
ocasionam má formação cerebral, mas sim um dano moderado que pode 
evoluir. Distúrbios na neurotransmissão também são afetados podendo 
produzir um severo distúrbio mental e motor. Excesso de subprodutos 
do catabolismo da tirosina podem provocar desordem no ciclo da uréia, 
acidúrias orgânicas, diferentes danos mentais dependendo do nível e 
duração da exposição às toxinas (García-Cazorla et al, 2009). 
 
2.0 METABOLISMO ENERGÉTICO 
O cérebro possui uma intensa atividade metabólica, e suas 
reservas energéticas são pequenas em relação a sua demanda, assim, há 
a necessidade relevante de substratos energéticos para esse órgão, sendo 
a glicose o principal deles (Dickinson, 1996). O tecido cerebral depende 
de um fornecimento contínuo de energia e, portanto, é extremamente 
vulnerável á falta de energia, e assim suscetível a danos em situações de 
metabolismo energético reduzido (Bolaños et al., 2009; Federico et al., 
2012). 
 A glicólise e a fosfoliração oxidativa são extremamente 
importantes para a produção de energia no cérebro. A glicose entra no 
ciclo de Krebs sob a forma de acetil-CoA, que então é oxidada 
completamente a CO2. No cérebro a fosforilação oxidativa fornece mais 
de 95% do ATP sintetizado (Raichle, 2006). 
A glicose captada pelo cérebro é fonte de carbono para a síntese 
de diversas outras biomoléculas essenciais ao organismo como (por 




da glicose não está atrelada somente a produção de energia (Nicholls e 
Ferguson, 2001). 
A ação combinada do ciclo de Krebs e da fosforilação oxidativa é 
responsável pela maior parte da produção de ATP gerada pelos seres 
humanos (Sgaravatti et al, 2009). 
Uma função mitocondrial adequada é necessária para a 
homeostase metabólica, e envolve regulação cuidadosa da atividade 
metabólica de múltiplas enzimas (Newman et al., 2012). 
Certos números de funções celulares essenciais têm lugar nas 
mitocôndrias. Estes incluem as vias reguladoras do metabolismo 
intermediário, metabolismo de esteróides, a biossíntese de aminoácidos, 
oxidação de ácidos graxos, e a apoptose (Tyler, 1992; Mora´n et al., 
2012). As mitocôndrias têm sido descritas como "os motores da célula" 
porque ligam as atividades de energia, liberação de transporte de 
elétrons e bombeamento de prótons, com o processo de conservação de 
energia da fosforilação oxidativa, a fim de aproveitar o valor dos 
alimentos, na forma de ATP (Cadenas e Davies, 2000). 
No entanto, a principal função mitocondrial é a produção de ATP, 
a principal fonte de energia das células (Yu-Wai-Man et al, 2012; 
Federico et al., 2012). As mitocôndrias são organelas que contém as 
enzimas envolvidas no ciclo de Krebs, sendo uma delas a succinato 
desidrogenase presente na membrana interna. Também se encontram na 
membrana interna da mitocôndria os complexos enzimáticos envolvidos 
no transporte de elétrons e na fosforilação oxidativa (Murray, 2002; 
Devlin, 2008; Horn & Barrietos, 2008).  
A acetil CoA, formada pela piruvato desidrogenase a partir do 
piruvato, é completamente oxidada a CO2 pelo ciclo de Krebs, através 
de uma série de reações, que é composta por oito passos, onde cada um 
é catalisado por enzimas diferentes (Lehninger et al., 2007; Berg et al., 
2008). O ciclo de Krebs começa e termina com oxaloacetato, onde uma 
volta completa no ciclo produz duas moléculas de CO2, três de NADH, 
uma de FADH2 e um composto de alta energia (ATP ou GTP). Contudo, 
durante todo o ciclo não ocorre perda de água, logo o ciclo tem que estar 
acoplado à cadeia respiratória, por ela ser capaz de produzir água usando 
NADH e FADH2 gerados no ciclo de Krebs (Voet et al., 2002). 
Uma vez que as mitocôndrias representam uma fonte e alvo de 
espécies reativas de oxigênio (Milner et al., 2007), a redução no 
metabolismo energético cerebral pode levar a diminuição na síntese de 
ATP, comprometendo a síntese de neurotransmissores e induzir a 




Não é surpreendente que as alterações mitocondriais possam 
promover disfunção neuronal e degeneração (Exner et al., 2012). A 
disfunção mitocondrial causa uma redução na produção de ATP, e 
indução de dano oxidativo e a propagação de precursores de morte 
celular. Todos estes aspectos estão interligados, de uma disfunção 
celular, envolvidos na patogênese de numerosas doenças neurológicas, 
incluindo aqueles com um grau agudo (AVC isquêmico) ou uma doença 
crônica (doença de Huntington). Tanto aguda como crônica, as doenças 
neurodegenerativas foram demonstradas envolver múltiplos 
desequilíbrios do metabolismo energético (Zádoriet al., 2012). 
As mitocôndrias podem ter um papel importante associada ao 
envelhecimento, como doenças neurodegenerativas, doença de 
Parkinson, doença de Alzheimer, doença de Huntington e esclerose 
lateral amiotrófica. Em doenças primárias mitocondriais e 
neurodegenerativas, há uma forte evidência de que a disfunção 
mitocondrial ocorre precocemente e tem um papel principal na 
patogênese de muitas doenças neurodegenerativas (Federico et al., 
2012). 
A deficiência do metabolismo energético parece estar ligada na 
patogênese de uma série de condições neurológicas, incluindo doenças 
neurodegenerativas, metabólicas (Mattson et al., 2008; Duchen, 2012). 
Em particular, a disfunção mitocondrial tem sido implicada na patologia 
da doença de Parkinson (Exner et al., 2012; Schon e Gomez, 2012). 
Qualquer que seja o mecanismo, o recurso final comum de 
distúrbios mitocondriais é prejudicar a atividade da cadeia respiratória 
mitocondrial ou o fracasso da sua função, o que resulta em uma grande 
variedade de quadros clínicos e doenças neurodegenerativas (Federico et 
al., 2012). 
 
2.1 CADEIA RESPIRATÓRIA MITOCONDRIAL 
A cadeia de transporte de elétrons é composta por quatro 
complexos enzimáticos e dois componentes que não fazem parte dos 
complexos, a ubiquinona, também chamada de coenzima Q, que 
transporta elétrons do NADH desidrogenase (complexo I) e succinato 
desidrogenase (complexo II) ao ubiquinona-citocromo c oxidoredutase 
(complexo III), e o citocromo c, que transporta elétrons do complexo III 




presentes nas coenzimas NADH são transferidos para o complexo I e os 
elétrons presentes no FADH2 são transferidos ao complexo II (Erecinska 
& Dagani, 1990; Heales et al., 1999; Wallace, 1999). O último aceptor 
de elétrons é o oxigênio, que se reduz à água e ocorre a formação de 
ATP através da fosforilação do ADP, por uma operação chamada de 
acoplamento quimiosmótico, baseado na diferença de concentrações de 
prótons no espaço intermembrana e matriz mitocondrial, portanto com a 
volta dos prótons na matriz ocorre à produção ATP (Wallace, 1999; 
Murray, 2002; Voet et al.,2002). 
Estes defeitos de montagem e mudanças estruturais nos 
complexos poderiam posteriormente levar a uma diminuição da 
produção de ATP e mais tardiamente o vazamento e acumulação de 
elétrons e espécies reativas de oxigênio, liberando o fator indutor de 
apoptose que acabaria por levar à morte celular e degeneração dos 
tecidos afetados (Mora´n et al., 2012). 
Considerando que vários estudos demonstram uma associação 
entre altas concentrações de metabólitos acumulados em diferentes EIM 
e alterações no metabolismo energético em modelos animais destas 
doenças, este estudo visa investigar o efeito da administração aguda da 
L-tirosina em ratos infantes afim de melhor compreender os possíveis 
















3.1. Objetivo Geral 
 
         Investigar os efeitos da administração aguda da L-tirosina sobre o 
metabolismo energético em córtex cerebral, hipocampo e  estriado de 
ratos de 10 dias.  
 
3.2. Objetivos Específicos  
 
a) atividade da citrato sintase; 
b) atividade da malato desidrogenase; 
c) atividade da succinato desidrogenase; 















4. MATERIAL E MÉTODOS  
 Todos os experimentos foram realizados na Universidade do 
Extremo Sul Catarinense (UNESC) no Laboratório de Bioenergética. 
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com 
as recomendações internacionais para o cuidado e o uso de animais de 
laboratório, além das recomendações para o uso de animais do Colégio 
Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), e com a aprovação da 
Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense sob o protocolo 42/2010.  
 
4.1 Desenho Experimental 
Animais: Foram utilizados 14 ratos machos com 10 dias de vida, da 
linhagem Wistar, obtidos do biotério da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense. Os animais foram acondicionados em 5 animais por caixa, 
com ciclo claro - escuro de 12 horas (07:00 às 19:00) e comida e água 
ad libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1º C.  
 
Administração da tirosina: A L-Tirosina foi dissolvida em solução salina 
(pH foi ajustado para 7,4) e o equivalente a 500 mg/kg de L-tirosina 
livre foi administrada por via intraperitoneal (i.p.). Esta dose foi 
escolhida de forma a obter as concentrações de tirosina cerca de 10 
vezes o normal, 1 hora após a administração (Bongiovanni et al., 2003; 
Morre et al., 1980), que são variações de concentração semelhante à 
tirosina plasmática observada em pacientes afetados pela tirosinemia 
tipo II (Mitchell et al., 2001).  
 
Preparação do tecido: Uma hora após a administração os ratos foram 
sacrificados por decapitação, o cérebro foi removido e as estruturas 
isoladas. A seguir, o córtex cerebral, hipocampo e estriado foram 
homogeneizados em tampões específicos de cada técnica. O 
homogeneizado obtido foi levado à centrifugação por rotação e tempo 
segundo protocolos específicos para cada técnica. O sobrenadante 
obtido foi separado e armazenado a -70ºC. A proteína foi determinada 







4.2 Dosagens Bioquímicas 
 
Atividade da citrato sintase: A atividade da enzima citrato sintase foi 
avaliada em um meio de incubação contendo 5’,5’’-ditiobis-(2-
nitrobenzoato) (DTNB) 0,1 mM, ácido oxaloacético 0,2 mM, Triton X-
100 0,1 % e acetil-CoA 0,1 mM, em um tampão Tris-HCl 100 mM, pH 
8,0. A redução do DTNB a TNB foi medida espectrofotometricamente a 
412 nm por 5 minutos a 25ºC (Srere, 1969).  
Atividade da malato desidrogenase: A atividade NADH-específica da 
malato desidrogenase foi avaliada espectrofotometricamente conforme o 
método descrito por Kitto (1969). A reação foi iniciada após a adição de 
oxaloacetato e o consumo de NADH foi acompanhado através da 
redução da absorbância em 340 nm durante 3 a 5 minutos a 37ºC. 
 
Atividade da succinato desidrogenase: Para a medida da atividade da 
enzima succinato desidrogenase, ao meio de incubação contendo tampão 
fosfato de potássio 62,5 mM pH 7,4, Triton X-100 0,1 %, succinato de 
sódio 1 mM e dicloroindofenol (DCIP) 9 M, foi adicionado na amostra 
contendo cerca de 80 a 140 g de proteína. Os sistemas foram pré-
incubados por 30 minutos a 30°C em banho-maria e, após, foram 
adicionados azida sódica 4,3 mM, rotenona 7 M, metassulfato de 
fenazina 1 mM e DCIP 42 M. A redução do DCIP é determinada em 
600 nm durante 5 minutos a 25°C (Fischer et al., 1985).  
 
Atividades dos complexos enzimáticos da cadeia respiratória 
mitocondrial: A atividade do complexo I foi avaliada pelo método 
descrito por Cassina & Radi (1996) pela taxa de NADH-dependente da 
redução do ferricianeto a 420 nm. A atividade do complexo II foi 
medida pelo método descrito por Fischer e colaboradores (1985), onde a 
diminuição da absorbância do 2,6-DCIP em 600 nm foi usada para o 
cálculo da atividade do complexo II. A atividade do complexo II-III foi 
determinada de acordo com Fischer e colaboradores (1985) e foi 
baseada na redução do citocromo c acompanhando o aumento da 
absorbância em 550 nm durante 5 minutos a 37

C. A atividade do 
complexo IV foi determinada de acordo com Rustin et al. (1994), e foi 
calculada pela diminuição da absorbância causada pela oxidação do 





4.3 Análise Estatística: A análise estatística utilizada foi selecionada de 
acordo com o desenho experimental utilizado com o tipo de distribuição 
apresentado pelo conjunto dos dados. Assumindo que os dados tenham 
uma distribuição normal, foi utilizado o teste t de Student para amostras 
independentes ou pareadas. As análises estatísticas foram feitas pelo 
programa SPSS versão 17.0. Onde foram consideradas diferenças 





















Nossos resultados demonstraram que a administração aguda de L-
tirosina em cérebro de ratos com 10 dias de vida, inibiu a atividade da 
enzima citrato sintase, no estriado (Figura 2).  
 
 
Fig. 2. Efeito da administração aguda de L-tirosina sobre a atividade da enzima 
citrato sintase em cérebro de ratos infantes. Os valores são expressos em 
nmol/min.mg de proteína, média   S.D. (n = 7). * Diferente do controle, p 
<0,05 (teste t de Student). 
 
 No entanto a atividade da malato desidrogenase foi aumentada 





Fig. 3. Efeito da administração aguda de L-tirosina sobre a atividade enzimática 
do malato desidrogenase em cérebro de ratos infantes. Os valores são expressos 
em nmol/min.mg de proteína, média  S.D. (n = 7). * Diferente do controle, p 
<0,05 (teste t de Student). 
 
A atividade do succinato desidrogenase avaliada após 
administração aguda de L-tirosina em cérebro de ratos infantes, foi 







Fig. 4. Efeito da administração aguda de L-tirosina sobre a atividade da enzima 
succinato desidrogenase em cérebro de ratos infantes. Os valores são expressos 
como nmol/min.mg de proteína, média  S.D. (n = 7). * Diferente do controle, p 
<0,05 (teste t de Student). 
 
A administração aguda de L-tirosina sobre a atividade do 
complexo I da cadeia respiratória mitocondrial em cérebro de ratos 
infantes teve sua atividade diminuída no estriado (Figura 5). 
 
 
Fig. 5. Efeito da administração aguda de L-tirosina sobre a atividade do 




valores são expressos como nmol/min.mg de proteína, média  S.D. (n = 7). * 
Diferente do controle, p <0,05 (teste t de Student). 
 
A administração aguda de L-tirosina sobre a atividade do 
complexo II da cadeia respiratória mitocondrial em cérebro de ratos 
infantes teve sua atividade diminuída no estriado (Figura 6). 
 
 
Fig. 6. Efeito da administração aguda de L-tirosina na atividade do complexo II 
da cadeia respiratória mitocondrial em cérebro de ratos infantes. Os valores são 
expressos como nmol/ min.mg de proteína, média  S.D. (n = 7). * Diferente do 
controle, p <0,05 (teste t de Student). 
 
A administração aguda de L-tirosina sobre a atividade do 
complexo II- III da cadeia respiratória mitocondrial em cérebro de ratos 






Fig. 7. Efeito da administração aguda de L-tirosina na atividade II-III complexo 
da cadeia respiratória mitocondrial em cérebro de ratos infantes. Os valores são 
expressos como nmol/ min.mg de proteína, média  S.D. (n = 7). * Diferente do 
controle, p <0,05 (teste t de Student). 
 
No entanto a atividade do complexo IV não houve alteração em 
nenhuma das estruturas cerebrais avaliadas após administração aguda de 
L-tirosina. (Figura 8). 
 
 
Fig. 8. Efeito da administração aguda de L-tirosina na atividade do complexo IV 




expressos como nmol/ min.mg de proteína, média  S.D. (n = 7). * Diferente do 























No presente trabalho, nós demonstramos que a administração 
aguda de L-tirosina em ratos infantes inibiu a enzima citrato sintase e a 
atividade do complexo I e II no estriado. Também foi demonstrado que 
as enzimas succinato desidrogenase, malato desidrogenase e a atividade 
do complexo II-III foram aumentadas no hipocampo. 
O desenvolvimento do SNC ocorre em fases, as quais seguem 
uma sequência precisa (Morgane et al., 2002).  A falta de plasticidade 
cerebral perinatal aumenta a vulnerabilidade e experiências adversas e 
precoces, levando a desenvolvimento e comportamentos anormais no 
início da vida (Anand e Scalzo, 2000). 
Slotkin et al. (2005) identificou uma fase crucial de 
vulnerabilidade das células neuronais, correspondentes a períodos de 
pico de diferenciação quando as exigências metabólicas são 
especialmente elevadas. O período de rápido crescimento dendrítico em 
cérebro de rato é entre 8 e 14 dias pós-natais (Uylings, 2000). As duas 
primeiras semanas após o nascimento representam um período crítico 
para o desenvolvimento neural em ratos. Processos vitais como 
migração, divisão, diferenciação, crescimento e morte celular ocorrem 
no cérebro neste período (Mistretta e Bradley, 1978), enquanto que em 
humanos é durante os primeiros 2 a 3 anos (Uylings, 2000). 
Especula-se que o grau de desenvolvimento do SNC pode ser 
correlacionado com níveis elevados e anormais da tirosina no plasma 
(Mitchell et al., 2001). A este respeito, os pacientes com tirosinemia, 
como muitas outras doenças metabólicas hereditárias, são sujeitos a 
elevados níveis de metabólitos acumulados (neste caso, a tirosina), no 
período pós-natal durante as fases críticas no desenvolvimento do SNC 
(Mitchell et al., 2001). 
O envolvimento do SNC em pacientes com tirosinemia são 
variáveis, de retardo mental grave a ligeiras descidas de inteligência e 
pode estar associado à microcefalia, tremor, ataxia, distúrbios de 
coordenação motora fina, déficits de linguagem e convulsões 
(Goldsmith et al, 1973; Lemonnier et al, 1979; Macsai et al, 2001; 
Mitchell et al, 2001; Rabinowitz et al, 1995; Valikhani et al, 2006). No 
entanto, diversos grupos relataram que a tirosina administrada 
sistematicamente é diferencialmente distribuída entre as regiões do 
cérebro (Miller et al, 1985; Raichle, 2006).Tendo em vista que as 
enzimas succinato desidrogenase, malato desidrogenase e a atividade do 




aumento dessas atividades enzimáticas no hipocampo prejudique a 
formação da memória. 
Neurônios do hipocampo proporcionam um tipo de plasticidade 
neuronal, que permite aquisição e separação das memórias espaçadas. 
Isto está em contraste com neurônios do hipocampo que são necessárias 
para a evocação de memórias (Ransome et al., 2012). 
Dessa forma o hipocampo tanto poderia atuar como uma estação 
intermediária para a memória em longo prazo, ou como um sistema 
facilitador que seria essencial para o armazenamento das memórias em 
outras regiões cerebrais (Kandel et al., 2000; Ransome et al., 2012). No 
giro denteado no hipocampo, o nascimento e maturação celular de 
neurônios, ou neurogênese, ocorrem durante todo o tempo de vida de 
animais e seres humanos (Malberg, 2004).  
Tendo em vista que a enzima citrato sintase e a atividade dos 
complexos I e II foram inibidas no estriado, sugere-se que a formação de 
memória, e os processos cognitivos possam estar prejudicados.  
Sabe-se que o estriado está envolvido em uma série de funções 
neurológicas, incluindo formação de memórias. Sabemos também, que o 
estriado está ligado a uma variedade de processos cognitivos em relação 
à função de execução e nos processos cognitivos (Steffenach et al., 
2002), e no processamento de informação relacionada com a 
recompensa sendo, importante para a aprendizagem baseada na 
recompensa (Glenn e Yang, 2012). 
Diversas funções cognitivas, emocionais e motoras dependem da 
integridade do estriado. O primeiro é o estímulo-resposta, formação de 
hábito, aprendizagem processual, referência de memória, orientação 
egocêntrica, e aprendizagem baseada em regras. A segunda categoria de 
funções envolve diferentes respostas comportamentais na presença de 
exigências e alterações das tarefas, que podem incluir o planejamento 
motor e controle de correção de erros e resposta, e seleção de estratégias 
(Evans et al., 2012; Glenn e Yang, 2012). 
Uma questão de debate entre o hipocampo e o estriado, no 
entanto, é como essas estruturas distintas interagem para contribuir à 
aprendizagem e o comportamento. Algumas pesquisas sugerem que essa 
interação pode ser competitiva, de modo que, quando um sistema está 
envolvido, pode inibir ou reduzir a ativação do outro sistema. Parte 
deste argumento deriva da neuroconectividade anatômica e funcional 
entre o hipocampo, estriado e células dopaminérgicas no mesencéfalo 




A dopamina pertence ao grupo das catecolaminas, é um 
importante neurotransmissor do SNC dos mamíferos, onde atua sobre o 
controle das funções motoras, no afeto e na integração neuroendócrina 
(Cooper et al., 1998). Estas catecolaminas desempenham papéis em 
várias funções cerebrais, como a atenção, memória, cognição, e emoção 
ou como o hormônio da luta ou fuga, resposta a epinefrina (Daubner et 
al., 2011). 
A tirosina hidroxilase (TH) catalisa a conversão enzimática de L-
tirosina para catecolaminas, TH é a enzima limitante da síntese de 
catecolaminas (Scott, 2006). As catecolaminas, dopamina epinefrina e 
norepinefrina são produtos da via, sendo neurotransmissores muito 
importantes em ambos os SNC e periférico (Daubner et al., 2011). 
A atividade da (TH) está presente em ambos os terminais 
noradrenérgicos e dopaminérgicos do hipocampo (Schmidt e Bhatnagar, 
1979). A TH está expressa em neurônios, presentes no corpo estriado de 
roedores, macacos, e seres humanos (Busceti et al., 2012). A TH já está 
presente no cérebro dos ratos ao 14-15 dias de gestação (Daikoku et al., 
1986), mas cerca de 95% da sua atividade total surge após o nascimento 
(Coyle e Axerold, 1972). 
No entanto sua distribuição não está bem caracterizada, 
infelizmente não há estudos que comparam diretamente o estriado e 
hipocampo ventral, onde a inervação mais densa é a catecolaminérgica 
(Gasbarri et al, 1994; Palkovits et al, 1979).  
Bacopoulos e Bhatnagar (1977) investigaram a relação entre a 
TH e a atividade e concentração ou renovação das catecolaminas em 
várias regiões do sistema nervoso. Sendo que a quantidade de TH pode 
ser considerada um índice da renovação das catecolaminas no encéfalo, 
e regiões que contêm terminais nervosos dopaminérgicos, a atividade da 
TH é um índice confiável de renovação desse neurotransmissor.  
A TH pode ser um biomarcador de diminuição da síntese de 
dopamina central, e suas alterações no metabolismo da dopamina podem 
contribuir para uma diminuição de neurotransmissores (Felger et al., 
2012). O número de neurônios TH foi reduzido no estriado de 
indivíduos afetados pela doença de Huntington (Busceti et al.,2012). 
 Bongiovanni et al. (2012) demonstraram que uma redução dos 
níveis de tirosina, em condições normais, diminui a hidroxilação de 
tirosina in vivo no hipocampo ventral e, consequentemente, existe um 
aumento nos níveis  de   tirosina aumentando conjuntamente a 
hidroxilação de tirosina. Portanto, sugere-se que o aumento do 




da hidroxilação de tirosina e como consequência disto provavelmente 
ocorre um aumento dos níveis de catecolaminas.  
Estudos demonstraram que gânglios basais, composto pelo globo 
pálido, corpo estriado e substância nigra, correspondem a uma região do 
cérebro afetada na tirosinemia tipo II, causando astrocitose, mielinização 
tardia e espongiose (divisão da mielina e vacuolização) (Sener, 2005). 
Em estágios mais avançados da doença, estas alterações na concentração 
da mielina pode diminuir a produção aeróbica de ATP (Morelli et al., 
2011) pelas enzimas do metabolismo energético e complexos da cadeia 
de transporte de elétrons.  
Outros estudos demonstraram que os elevados níveis de tirosina 
no plasma pode afetar o metabolismo da dopamina e da serotonina no 
cérebro (Stoerner et al., 1980).  
Outras hipóteses sugerem que na tirosinemia tipo II, estas 
mudanças provavelmente resultam do efeito direto de tirosina nos 
neurônios estriatais estimulando a produção de dopamina, num curto 
período de tempo. Embora um recente estudo in vitro com a doença de 
Parkinson demonstrou que a dopamina induz a despolarização da 
membrana e uma perda da capacidade de fosforilação de modo dose 
dependente em mitocôndria isolada de cérebro de rato, durante a 
incubação in vitro. Além disso, há um aumento da densidade dos 
neurônios, em amostras de estriado, de pacientes com a doença de 
Parkinson (Buceti et al., 2012). 
A dopamina (DA) endógena em neurônios da substância nigra 
pode sofrer auto-oxidação ou oxidação catalisada por uma enzima 
produzindo espécies reativas de oxigênio (ERO), sugere-se que os 
efeitos do metabolismo da dopamina e serotonina, podem não estar 
ligados diretamente ao desenvolvimento da tirosinemia tipo II (Jana et 
al., 2011). Sendo assim de acordo com a literatura, ratos com 10 dias de 
idade submetidos à administração aguda de L-tirosina, podem 
desenvolver um déficit cognitivo.  
Outros estudos demonstraram uma diminuição no metabolismo 
energético em cérebro de ratos após administração aguda de L-tirosina, 
como um decréscimo da piruvato-quinase e creatina-quinase nas frações 
citosólica e mitocondriais em córtex de ratos jovens após a 
administração aguda de L-tirosina (De Andrade et al., 2011; 2012). 
Ferreira et al. (2012) demonstraram que após a administração aguda de 
L-tirosina em ratos de 30 dias de idade ocorre uma inibição da enzima 





A atividade da enzima succinato desidrogenase e complexo I 
foram inibidos em córtex posterior e aumentados em estriado, sugerindo 
uma alteração no metabolismo energético provavelmente mediado pelo 
estresse oxidativo. 
Defeitos na fosforilação oxidativa podem levar a uma grande 
variedade de problemas, contribuindo para uma diversidade de 
anormalidades fisiológicas (Garcia-Cazorla et al., 2009). 
Em conclusão, os nossos resultados indicam que uma alteração 
no metabolismo energético do hipocampo e corpo estriado pode levar a 
danos na aquisição, recuperação, consolidação e de armazenamento de 
memória, e nos processos cognitivos após a administração aguda de L-
tirosina. Assim, nossos resultados contribuem para um melhor 
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